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略語表 
 
AMBS 4-(Aminomethyl) benzoic acid 
CXCR4 C-X-C chemokine receptor type 4 
DMSO ジメチルスルホキシド 
DOTA 1,4,7,10-Tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic acid 
DO3A 1,4,7,10-Tetraazacyclododecane-1,4,7-triacetic acid 
DTPA Diethylenetriaminepentaacetic acid 
EC 軌道電子捕獲 
ESI-MS Electrospray ionization-mass spectrometry 
HPLC 高速液体クロマトグラフィー 
IC50 Half-maximal inhibitory concentration 
IT 核異性体転移 
LET 線エネルギー付与 
MALDI TOF-MS Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry 
MIP Maximum intensity projection 
MX-DTPA 2-(p-Isothiocyanatobenzyl)-6-methyldiethylenetriaminepentaacetic acid 
PBS リン酸緩衝生理食塩液 
PET ポジトロン断層法 
RI 放射性同位元素 
SDF-1 Stromal cell-derived factor 1 
SPECT 単一光子放射断層撮影 
TFA トリフルオロ酢酸 
TLC 薄相クロマトグラフィー 
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緒言 
 
放射性同位元素（RI）又は RI で標識した放射性薬剤を患者に投与するポジトロン断層法
（PET）診断及び単一光子放射断層撮影（SPECT）診断等の核医学検査は，体外に放出された
γ 線等の電磁波を検出することで放射性物質の体内動態を可視化し，臨床上有用な診断情報を
提供する．非侵襲的に放射性物質の動態を把握できると共に，他のモダリティと比べ高感度な
検査法であるため(1)，病態に関連した生体分子のイメージングに有効な検査法である．国内
では年間 180 万件（2017 年推定）の核医学検査が実施されており，臨床上欠くことのできな
い診断法となっている(2)．とりわけ悪性腫瘍の診断は，治療方針の決定や治療効果の評価に
重要な役割を果たしている．2-デオキシ-2-[18F]フルオロ-D-グルコースを用いた PET 診断やテ
クネチウム-99m標識ビスフォスフォネートを用いた SPECT診断はその代表例であり，世界中
の医療施設で汎用されている．その一方で，これらの医薬品と相補的な役割を果たす，あるい
は後述する核医学治療（RI 内用療法）と密接に連携する新たな放射性医薬品の開発も進めら
れている． 
腫瘍診断を目的とする放射性薬剤の開発では，高い腫瘍集積性能と非標的臓器からの速やか
なクリアランス性能が診断能を左右する重要な薬剤性能となる．高い腫瘍集積及び非標的臓器
からの速やかなクリアランスは偽陽性及び偽陰性の低減に寄与する．腫瘍に発現する受容体，
トランスポーター及び酵素等を標的とする抗体，ペプチド及び低分子等を RI で標識して標的
分子に対する結合親和性と特異性を高めると共に，使用する RI の半減期に応じた組織クリア
ランスを発揮するよう薬剤を最適化する開発手法は，これまで核医学検査に適した薬物動態を
有する多くの放射性薬剤を生み出してきた(3)．さらに，核医学検査用の放射性薬剤に求めら
れる薬物動態性能は，核医学治療における治療効果の向上及び副作用の低減にも有用であるこ
とから，核医学検査用に最適化された放射性薬剤を核医学治療に応用する研究も近年増加傾向
にある(4,5)． 
治療に用いられる RIは，γ 線等の電磁波を放出する診断用 RIとは異なり，主に細胞障害性
の高い粒子線を放出する．治療用 RI又は治療用 RIで標識した放射性薬剤を患者に投与する核
医学治療は，放出された放射線により病巣組織に障害を与えることで治療効果を発揮する．病
巣において，RIが集積していない（標的分子が発現していない）腫瘍細胞に対しても，cross-fire 
effect（放出される放射線の飛程に応じて，放射性薬剤の結合した細胞だけでなく近傍の細胞
に対しても放射線が照射される現象．），radiation-induced bystander effect（放射線が直接照射
された細胞だけでなく，その周辺の直接照射されていない細胞に対しても放射線を照射した細
胞と同様の影響がみられる現象．サイトカインや活性酸素等の関与が示唆されている．）及び
abscopal effect（放射線照射療法において，照射野外に存在する病巣に対しても腫瘍縮小効果が
認められる現象．免疫反応の関与が示唆されている．）による治療効果が期待できるため，特
にヘテロな細胞集団である腫瘍に対して有効な治療法と考えられる(6)．近年では，骨転移の
ある去勢抵抗性前立腺癌に対する塩化ラジウム（223Ra）を用いた核医学治療が本邦において
も認可薬剤として使用されている(7)．また前立腺癌に発現する prostate specific membrane 
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antigen（PMSA）と高い結合親和性を有する薬剤である 225Ac-PSMA-617 の良好な治療成績が
報告されたことから(8-10)，α線を利用した核医学治療への関心が非常に高まっている．α線は
従来の β－線と比べ線エネルギー付与（LET）が高いため，修復困難な DNA 二重鎖切断を引き
起こし，低酸素腫瘍のような放射線抵抗性腫瘍にも有効であるところに大きな特徴がある
(11,12)． 
 
放射性薬剤に用いられる RIのうち金属 RIを利用した放射性薬剤を設計する場合，通常金属
は蛋白質やペプチドと直接には安定な結合を形成しないため，二官能性放射性医薬品の概念に
基づく分子設計が汎用されている(13)．同一分子内に腫瘍標的分子結合部位とキレート部位を
有する二官能性化合物（図 1）は，腫瘍集積性能及び金属 RI との錯体形成性能，双方が損な
われないよう適切なリンカーを利用しながら薬剤の最適化を経て作製される．最適化された二
官能性化合物では，使用する金属放射性核種に適したキレート化合物を用いて適切な反応条件
を設定することで標識反応後の精製が不要となり，臨床現場においても短時間かつ比較的容易
な操作で目的とする RI 標識体を得ることができる(14)．実際に，神経内分泌腫瘍の診断にお
けるソマトスタチン受容体シンチグラフィで臨床応用されているインジウム（111In）標識ペン
テトレオチドは，ソマトスタチン受容体結合ペプチドであるオクトレオチドと
diethylenetriaminepentaacetic acid（DTPA）を結合させた二官能性放射性医薬品であり，ペンテ
トレオチドの RI標識体の作製は塩化インジウム（111In）溶液と混合後，常温で 30分間放置す
ることで定量的に完了する(15)． 
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図 1 腫瘍を標的とした二官能性化合物 
標的分子：受容体，酵素及びトランスポーター等，腫瘍に発現する分子を示す． 
標的分子結合部位：標的分子に結合性を示す抗体，ペプチド及び低分子等を示す． 
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金属 RIには診断及び治療応用に適した物理的性質を有する多くの核種が存在する（表 1）．
こ れ ら 金 属 核 種 の 多 く と 生 体 内 で 安 定 な 錯 体 を 形 成 す る
1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic acid（DOTA）等のキレーターを導入した放射
性薬剤は，診断用 RIを用いた PET 及び SPECT診断等の核医学検査から治療用 RIを用いた核
医学治療まで，標識する金属 RIの変更のみで対応することが可能である．そのため，金属 RI
を利用した放射性薬剤は，診断（diagnosis）と治療（therapeutics）を融合させた造語である
theranostics の概念に基づく個別化医療を推進する薬剤として期待されている(16-18)．実際に，
2-(p-isothiocyanatobenzyl)-6-methyldiethylenetriaminepentaacetic acid（MX-DTPA）を導入した抗
CD20 モノクローナル抗体（イブリツモマブ チウキセタン（遺伝子組換え））のイットリウ
ム-90（90Y）標識体が CD20 陽性の再発又は難治性の低悪性度 B細胞性非ホジキンリンパ腫及
びマントル細胞リンパ腫に対する核医学治療薬として臨床応用されているが，事前に 111In 標
識体を用いた核医学検査で治療対象となる患者を選別することで，より安全性の高い医療を提
供している(19)． 
 
 
表 1 診断及び治療に利用される代表的な金属放射性同位元素(20) 
放射性同位元素 半減期 崩壊形式 主な使用用途 
64
Cu 12.700時間 β＋，β－及び EC PET 診断 
67
Cu 61.83時間 β－ 核医学治療 
67
Ga 3.2612日 EC シンチグラフィ（SPECT診断） 
68
Ga 67.71分 β＋及び EC PET 診断 
89
Sr 50.53日 β－ 核医学治療 
89
Zr 78.41時間 β＋及び EC PET 診断 
90
Y 64.00時間 β－ 核医学治療 
99m
Tc 6.015時間 β－及び IT シンチグラフィ（SPECT診断） 
111
In
 2.8047日 EC シンチグラフィ（SPECT診断） 
177
Lu 6.647日 β－ 核医学治療 
201
Tl 72.912時間 EC シンチグラフィ（SPECT診断） 
213
Bi
 45.59分 α及び β－ 核医学治療 
223
Ra 11.43日 α 核医学治療 
225
Ac 10.0 日 α 核医学治療 
EC：軌道電子捕獲 
SPECT：単一光子放射断層撮影 
PET：ポジトロン断層法 
IT：核異性体転移 
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本研究において標的分子とした C-X-C chemokine receptor type 4（CXCR4）は 7回膜貫通型 G
蛋白結合受容体であり，そのリガンドである stromal cell-derived factor-1（SDF-1，別名 CXCL12）
と結合することで胎生期の循環器系，中枢神経系，免疫系及び造血系形成に重要な役割を果た
す(21-24)．骨髄内の造血幹細胞維持にも関与し，CXCR4拮抗薬である AMD3100（図 2，別名
plerixafor）は「自家末梢血幹細胞移植のための造血幹細胞の末梢血中への動員促進」を目的に
既に臨床応用されている(25)．また，造血器悪性腫瘍，腎癌，肺癌，前立腺癌，乳癌，膵癌，
メラノーマを含む多くの腫瘍で高発現し(26)，腫瘍の成長，血管新生，転移及び治療抵抗性へ
の関与が報告されていることから(27)，CXCR4 は腫瘍に対する診断及び治療標的としても注
目されている(28,29)．実際に多くの CXCR4 拮抗薬が開発されており(30)，これらの CXCR4
拮抗薬を RIや細胞障害性薬剤等のベクターとして利用した薬剤の開発も進んでいる(31-33)． 
 
 
 
 
図 2 AMD3100 
 
 
CXCR4を標的とした放射性薬剤の研究は 2006年頃(34)から始まり現在に至るまで多くの化
合物が報告されている．その中でガリウム-68（68Ga）標識 pentixafor及び 90Y 並びにルテチウ
ム-177（177Lu）標識 pentixather は，最も研究の進んでいる放射性薬剤である．Pentixafor 及び
pentixather は，CXCR4 拮抗薬である FC131 に金属 RI である 67/68Ga，90Y，111In，177Lu，ビス
マス-213（213Bi）及びアクチニウム-225（225Ac）等と生体内で安定な錯体を形成する DOTAを
導入し(35-39)，その構造最適化から創製された（図 3）．68Ga-pentixaforを用いた PET診断は，
多発性骨髄腫(40-44)，白血病(45,46)，副腎皮質癌(47)，膠芽腫(48)，小細胞肺癌(49,50)，非小
細胞肺癌(51)，リンパ増殖性疾患(52)，神経内分泌腫瘍(53,54)，MALT リンパ腫(55)及び食道腺
癌(56)の CXCR4 発現腫瘍を明瞭に描出し，90Y/177Lu-pentixather を用いた核医学治療は，進行
性の多発性骨髄腫(40,41)及び白血病(46)に対して良好な忍容性と抗腫瘍効果を発揮する．これ
らの研究結果は，CXCR4 を標的とした放射性薬剤が臨床的に有用であることを示すと共に，
CXCR4 が腫瘍の分子標的として優れていることを強く示唆する．特に 68Ga-pentixafor はこれ
までの CXCR4 標的放射性薬剤で共通して観察される高い肝臓集積(57,58)が改善されており，
CXCR4 発現腫瘍に対して優れた描出性能を有する(33)．しかしながら，標識する金属により
CXCR4 結合親和性が大きく変化するため，pentixafor は核医学治療に適した 90Y や 177Lu への
応用が困難である（表 2）．Pentixafor に代わる薬剤として，pentixafor の D-チロシン残基を
3-ヨード-D-チロシンに置換した pentixatherが 90Yや 177Luを用いた核医学治療に利用されてい
るが，RI標識 pentixatherは高い肝臓集積を示す(59)． 
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画像診断における診断能の向上と核医学治療時の被ばく低減の観点から，肝臓等の非標的臓
器への集積は低減が求められる．また CXCR4に対する結合親和性に影響を与えることなく診
断用 RIから治療用 RIまで幅広い金属 RIを共通して利用できる薬剤は，theranosticsの概念に
基づく診断と治療が一体となった医療を実現して個別化医療を大きく推進する．更に，
68
Ga-pentixafor は PET 診断薬として優れた性能を有するが，CXCR4 発現腫瘍への集積の更な
る向上は核医学検査及び核医学治療の両面において有用である． 
 
 
 
 
図 3 FC131，pentixafor及び pentixather 
 
 
表 2 CXCR4に対する IC50：pentixafor及び pentixather(59,60) 
化合物 IC50（nM） 化合物 IC50（nM） 
FC131 9.9±2.4 FC131 10.2±2.4 
pentixafor 102 ±17 pentixather 35.8±13 
Cu-pentixafor 131±11 Cu-pentixather No data 
Ga-pentixafor 24.8±2.5 Ga-pentixather No data 
Lu-pentixafor 40.9±12 Lu-pentixather 14.6±1.0 
Y-pentixafor 40.8±27 Y-pentixather 20.4±0.3 
Bi-pentixafor 22.1±7.0 Bi-pentixather 4.4±1.3 
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本研究では既報告薬剤の課題を克服した新規 CXCR4 標的放射性薬剤の開発を目指し，
LY2510924を基本骨格に持つ FRM001を合成した（図 4）．LY2510924は Eli Lilly and Company
より開発された新規ペプチドであり，CXCR4 に対して強力な拮抗作用と生体内における高い
安定性を有する(61)．本研究の目的は，FRM001の基礎評価を通して LY2510924 を基本骨格に
持つ CXCR4標的放射性薬剤の有用性を検証することにある．LY2510924を基本骨格に持つ放
射性薬剤はこれまで報告されておらず，本研究で得られる成果は CXCR4を標的とした放射性
薬剤の開発に新たな知見を提供することが期待される．第一章では FRM001 の設計と合成に
関する結果を示すと共に，LY2510924 への DOTA キレーター導入及び金属との錯体形成によ
る CXCR4 結合親和性への影響を記述した．第二章では 67/68Gaで標識した FRM001 を調製し，
画像診断薬剤として性能を in vitroと in vivo の両面から評価した結果を記した． 
 
これらの結果について以下に詳述する． 
 
 
 
 
図 4 LY2510924及び FRM001 
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第一章 CXCR4を標的とした新規放射性薬剤の設計と合成及びその
CXCR4結合親和性評価 
 
ペプチド系 CXCR4 標的放射性薬剤の多くは，カブトガニ由来抗菌ペプチドである
tachyplesin I及び polyphemusin IIを起源とする BKT140（14-mer ペプチド／CXCR4拮抗薬）
を基本骨格に有する（図 5）．これまでに開発されてきた放射性薬剤は CXCR4 発現腫瘍の画
像化に成功したものの，高い肝臓集積が課題として残された(62-66)．一方，pentixafor 及び
pentixatherの基本骨格として利用されている FC131 は，カブトガニ由来抗菌ペプチドのファー
マコフォアより設計された環状ペンタペプチドライブラリより見出されたCXCR4拮抗薬であ
る．FC131 分子内の全てのアミノ酸側鎖は CXCR4 との結合に利用されており(67)，また C 末
端カルボキシル基及び N 末端アミノ基も存在しない為，FC131 を基本骨格に用いた放射性薬
剤を設計する場合，DOTA等のキレーターの導入に伴う結合親和性の低下が問題となる．実際，
pentixafor及び pentixatherは FC131のアルギニン側鎖に化学修飾を施してDOTAを導入してい
るが，CXCR4 に対する結合親和性は FC131 と比べて大きく低下する（表 2）．偶然にも金属
と錯体を形成することでCXCR4結合親和性が回復するため放射性薬剤として利用されている
が，金属により CXCR4 結合親和性の回復割合が異なるため，利用できる RI の種類が制限さ
れる． 
 
 
図 5 カブトガニ由来抗菌ペプチドに基づいた CXCR4標的放射性薬剤の開発(68) 
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CXCR4 を標的とした新規放射性薬剤を設計するにあたり，本研究では CXCR4 標的部位と
して新規 CXCR4拮抗薬である LY2510924 を選択した．LY2510924は CXCR4 との高い結合親
和性と生体内における高い安定性を具備する環状オクタペプチドであり，分子サイズとして
FC131 と BKT140の間に位置する．CXCR4 との結合解析から，LY2510924の C末端アミドは
CXCR4 との結合に対する関与が少ないと予想し(61)，C 末端にシステインを介して DOTA を
導入した FRM001 を設計及び合成した．得られた FRM001 及びその非放射性 Ga/Lu/Y 錯体の
CXCR4に対する結合親和性を評価した． 
 
 
1.1 方法 
 
1.1.1 使用機器及び試薬 
Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry（MALDI TOF-MS）は
Microflex（Bruker，MA，米国）を用いて測定した．Electrospray ionization-mass spectrometry
（ESI-MS）は LCMS-2010EV（島津製作所，京都）を用いて測定した．高速液体クロマトグラ
フィー（HPLC）は Alliance 2695 HPLC system（Waters，MA，米国）を使用し，2489 
Ultraviolet/Visible detector（Waters，MA，米国）及び GABI Star gamma radio detector（Elysia-Raytest，
Straubenhardt，ドイツ）を接続して分析した．ガンマカウンターは 2480 WIZERD2 automatic 
gamma counter（PerkinElmer，MA，米国）を使用した． 
AMD3100 及び AMD3465 hexahydrobromide は AdooQ BioScience（CA，米国）より，LY2510924
及び BKT140はMedChem Express（NJ，米国）より，FC131 は富士フイルム和光純薬（大阪）
より，そして 125I-SDF-1α は PerkinElmer（MA，米国）より購入した． 
Ga/Lu/Y-FRM001の分取HPLCによる精製にはMightysil RP-18GPカラム（5 μm，10×250 mm）
（関東化学，東京）を用いた．流量を 2 mL/min とし，移動相として A 相：0.1%トリフルオロ
酢酸（TFA）-蒸留水及び B 相：0.1%TFA-アセトニトリルの混合溶媒を使用した．0～20 分で
B 相を 20%～40%，20～21 分で B 相を 40～100%，21～35 分で B 相を 100%で混合して分取
した． 
Ga/Lu/Y-FRM001の純度試験には TSKgel ODS-80Ts QA カラム（5 μm，4.6×250 mm）（東
ソー，東京）を用いた．流量を 1 mL/min とし，移動相として A 相：0.1%TFA-蒸留水及び B
相：0.1%TFA-アセトニトリルの混合溶媒を使用した．0～20 分で B 相を 20%～40%，20～21
分で B 相を 40～100%，21～30分で B相を 100％で混合して分析した． 
 
1.1.2 FRM001の合成 
FRM001
（ cyclo[Phe-Tyr-Lys(iPr)-D-Arg-2-Nal-Gly-D-Glu]-Lys(iPr)-Cys(maleimido-mono-amide-DOTA)-NH
2）の合成は株式会社スクラム（東京）に委託した．チオール基を Trt基で保護した Fmoc シス
テインを 4-[2,4-dimethoxyphenyl-N-(9-fluorenylmethoxycarbonyl)aminomethyl]phenoxy resin に結
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合後，Fmoc固相ペプチド合成法により化合物１（図 6）を合成した．次いで，1%TFA/CH2Cl2
により D-グルタミン酸側鎖の保護基（OPis）を除去した後，N 末端フェニルアラニンのアミ
ノ基と環化させた．TFA カクテル（4.125 mL TFA，0.25 mL H2O，0.375g phenol，0.125 mL 
ethanedithiol及び 0.25 mL thioanisole）で処理後，逆相 C18 カラムを用いた分取 HPLCで精製し
て化合物 2を得た．化合物 2と maleimido-mono-amide-DOTA（Macrocyclics，TX，米国）を 1 mM 
EDTA を添加したリン酸緩衝液（pH7.5）中で縮合し，FRM001 を合成した．逆相 C18 カラム
を用いた分取 HPLC で精製後，凍結乾燥して目的物を得た． 
 
 
 
 
図 6 FRM001の合成スキーム 
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1.1.3 Pentixafor の合成 
Pentixafor（cyclo(D-Tyr-D-[NMe]Orn-[AMBS-DOTA]-Arg-2-Nal-Gly)）（AMBSは 4-(aminomethyl) 
benzoic acid を示す）の合成は富士フイルム株式会社（東京）に委託した．過去の報告に基づ
き合成し(60)，目的物を得た． 
 
1.1.4 Ga-FRM001 錯体の合成 
FRM001と GaCl3（三津和化学薬品，大阪）を 0.5 M 酢酸ナトリウム緩衝液（pH 5）に溶解
し，FRM001及び GaCl3の濃度をそれぞれ 2.7 mM及び 54 mMとした．45℃で 30分間加熱し，
逆相 C18カラムを用いた分取 HPLC で精製後，凍結乾燥して目的物を得た． 
 
1.1.5 Lu-FRM001 錯体の合成 
FRM001と LuCl3（Strem Chemicals，MA，米国）を 0.5 M酢酸ナトリウム緩衝液（pH 5）に
溶解し，FRM001及び LuCl3の濃度をそれぞれ 2.7 mM 及び 54 mMとした．45℃で 30分間加
熱し，逆相 C18 カラムを用いた分取 HPLCで精製後，凍結乾燥して目的物を得た． 
 
1.1.6 Y-FRM001 錯体の合成 
FRM001と YCl3（富士フイルム和光純薬，大阪）を 0.5 M酢酸ナトリウム緩衝液（pH 5）に
溶解し，FRM001及び YCl3の濃度をそれぞれ 2.7 mM及び 54 mMとした．45℃で 30分間加熱
し，逆相 C18カラムを用いた分取 HPLC で精製後，凍結乾燥して目的物を得た． 
 
1.1.7 細胞培養 
ヒト急性 T リンパ芽球性白血病由来細胞株である CCRF-CEM細胞(69)は，医薬基盤・健康・
栄養研究所 JCRB 細胞バンク（JCRB0033；大阪）から入手した．10 vol%ウシ胎児血清，100 
units/mL ペニシリン及び 100 μg/mL ストレプトマイシンを含む RPMI1640（Thermo Fisher 
Scientific，MA，米国）を培地に用い，37℃（5%二酸化炭素）で培養した．継代は週 2回行っ
た． 
 
1.1.8 CXCR4競合阻害実験 
CCRF-CEM 細胞と 125I-SDF-1α の結合に対する各化合物の競合阻害活性を測定することで，
CXCR4 結合親和性を評価した．Assay 緩衝液には，1%ウシ血清アルブミン，0.05%Tween20
を含む RPMI1640 を使用した．CCRF-CEM細胞（0.5×106 cells），125I-SDF-1α（1 kBq），SDF-1α
（0.05 pmol；R&D Systems，MN，米国）及び種々の濃度の評価化合物を含む 200 μLの反応液
を室温で 1 時間インキュベートした．反応は，0.1%ポリエチレンイミンで処理した 96-well 
MultiScreen HTS FB プレート（Merck，NJ，米国）内で行った．インキュベート後，細胞を assay
緩衝液で洗浄し，細胞放射能をガンマカウンターで測定した．IC50は GraphPad Prism version 
5.04（GraphPad Software，CA，米国）を用いて計算した． 
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1.2 結果及び考察 
 
1.2.1 FRM001の設計と合成 
新規 CXCR4 標的放射性薬剤を設計するにあたり，本研究では CXCR4 標的部位に Eli Lilly 
and Company が開発した新規 CXCR4 拮抗薬である LY2510924 を選択した．LY2510924 は
CXCR4 との高い結合親和性と生体内における高い安定性を具備する環状オクタペプチドであ
り，CXCR4 発現腫瘍に対する高い集積性能が期待される．キレーター導入位置は，CXCR4 と
LY2510924 との結合解析の結果より決定した(61)．CXCR4 との結合に強く関与している各ア
ミノ酸側鎖とは異なり，C 末端アミドは CXCR4 との結合への関与が低いと予想されたことか
ら，C 末端側からキレーターを導入する形とした．またキレーターの導入方法は，比較的緩和
な条件でチオール特異的に反応が進行するチオール-マレイミド結合を利用した．リンカーに
はシステインを利用し，分子サイズの増加を最小限に抑えた形で FRM001を設計した． 
FRM001 の 合 成 は ， 図 6 に 示 す 通 り 行 っ た ．
4-[2,4-dimethoxyphenyl-N-(9-fluorenylmethoxycarbonyl)aminomethyl]phenoxy resin にチオール基
を Trt 基で保護したシステインを結合後，Fmoc 固相ペプチド合成法によりペプチド鎖を順次
伸長した．Fmoc-Phe-OH を結合後，D-グルタミン酸側鎖の保護基（OPis）を除去し，N 末端
フェニルアラニンのアミノ基と樹脂上にて環化させた．TFA カクテルで脱保護と脱樹脂を同
時に行った後，逆相 HPLC で精製して化合物 2 得た．化合物 2 の遊離チオール基と
maleimido-mono-amide-DOTA との縮合反応後，逆相 HPLC で精製，凍結乾燥して目的物を得
た．FRM001 は純度 98.48%で得られ，質量分析から目的物であることを確認した．MALDI 
TOF-MS: calculated for (C87H127N21O20S): 1817.93; found: m/z = 1818.435 [M+H]
+．HPLC（純度試
験）および質量分析の結果を図 7に示す． 
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A 
 
 
B 
 
 
図 7 FRM001の HPLCクロマトグラム（純度試験）（A）及びマススペクトル（B） 
（A）9.0 分に検出されるピークは FRM001 を示す．（B）MALDI TOF-MS: calculated for 
(C87H127N21O20S): 1817.93; found: m/z = 1818.435 [M+H]
+． 
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1.2.2 Pentixafor の合成 
Pentixaforは過去の報告に基づき合成し，目的物を得た．Pentixaforは純度 98.57%で得られ，
質量分析から目的物であることを確認した．ESI-MS: calculated for (C60H80N14O14): 1220.60; 
found: m/z = 1246.3 [M+Na]
+
, 1222.3 [M+H]
+
, 611.3 [M+2H]
2+．HPLC（純度試験）および質量分
析の結果を図 8に示す． 
 
 
A 
 
 
B 
 
 
図 8 Pentixaforの HPLC クロマトグラム（純度試験）（A）及びマススペクトル（B） 
（A）9.2分に検出されるピークは pentixaforを示す．（B）ESI-MS: calculated for (C60H80N14O14): 
1220.60; found: m/z = 1246.3 [M+Na]
+
, 1222.3 [M+H]
+
, 611.3 [M+2H]
2+． 
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1.2.3 Ga-FRM001 錯体の合成 
非放射性 Gaと FRM001との錯形成反応は，FRM001 に対して 20倍量の Gaを添加し，pH 5
酢酸緩衝液中 45℃で 30分間行った．反応生成物を逆相 HPLCで精製した後，凍結乾燥して目
的物を得た． 
Ga-FRM001 は純度 94.23%で得られ，質量分析から目的物であることを確認した．ESI-MS: 
calculated for (C87H125GaN21O20S): 1884.84; found: m/z = 943 [M+2H]
2+．HPLC（純度試験）および
質量分析の結果を図 9に示す． 
 
 
A 
 
 
B 
 
 
図 9 Ga-FRM001の HPLCクロマトグラム（純度試験）（A）及びマススペクトル（B） 
（A）12.4分に検出されるピークは Ga-FRM001，3分付近に検出されるピークは溶媒に用いた
ジメチルスルホキシド（DMSO）を示す．（B）ESI-MS: calculated for (C87H125GaN21O20S): 1884.84; 
found: m/z = 943 [M+2H]
2+． 
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1.2.4 Lu-FRM001 錯体の合成 
非放射性 Lu と FRM001 との錯形成反応は，FRM001 に対して 20 倍量の Lu を用い，
Ga-FRM001と同様に行った．逆相 HPLC で精製した後，凍結乾燥して目的物を得た． 
Lu-FRM001 は純度 96.24%で得られ，マススペクトルで目的物であることを確認した．
ESI-MS: calculated for (C87H124LuN21O20S): 1989.85; found: m/z = 996 [M+2H]
2+．HPLC（純度試験）
及び質量分析の結果を図 10に示す． 
 
 
A 
 
 
B 
 
 
図 10 Lu-FRM001の HPLCクロマトグラム（純度試験）（A）及びマススペクトル（B） 
（A）12.5分に検出されるピークは Lu-FRM001，3分付近に検出されるピークは溶媒に用いた
DMSOを示す．（B）ESI-MS: calculated for (C87H124LuN21O20S): 1989.85; found: m/z = 996 [M+2H]
2+． 
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1.2.5 Y-FRM001 錯体の合成 
非放射性 Y と FRM001 との錯形成反応も Ga や Lu と同様に FRM001 に対して 20 倍量の Y
を用いた．逆相 HPLCで精製した後，凍結乾燥して目的物を得た． 
Y-FRM001は純度96.80%で得られ，マススペクトルで目的物であることを確認した．ESI-MS: 
calculated for (C87H124N21O20SY): 1903.81; found: m/z = 953 [M+2H]
2+．HPLC（純度試験）及び質
量分析の結果を図 11に示す． 
 
 
A 
 
 
B 
 
 
図 11 Y-FRM001の HPLC クロマトグラム（純度試験）（A）及びマススペクトル（B） 
（A）12.3 分に検出されるピークは Y-FRM001，3 分付近に検出されるピークは溶媒に用いた
DMSOを示す．（B）ESI-MS: calculated for (C87H124N21O20SY): 1903.81; found: m/z = 953 [M+2H]
2+． 
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1.2.6 CXCR4に対する結合親和性：IC50 
CXCR4 の発現が確認されている CCRF-CRM 細胞(70-72)と 125I-SDF-1α の結合に対する競合
阻害作用（IC50）より，各化合物の CXCR4 結合親和性を評価した．結果を表 3，コントロー
ル化合物として利用した FC131，BKT140，AMD3465 及び AMD3100 の構造式を図 2，3，12
に示す． 
CXCR4標的放射性薬剤の基本骨格に用いられている代表的な CXCR4拮抗薬である FC131，
BKT140，AMD3465 及び AMD3100 と比較して FRM001 は高い CXCR4 結合親和性を示した．
FRM001 の IC50は LY2510924 と同等であり，また，Ga，Lu 及び Y との錯体形成後も CXCR4
結合親和性に大きな変化は観られず，FRM001の CXCR4結合親和性を保持した．これらの性
質は DOTA導入や金属との錯体形成で CXCR4に対する結合親和性が変化する pentixafor及び
pentixather とは大きく異なる．この結果は，LY2510924 分子の C 末にシステインを介して
1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7-triacetic acid（DO3A）を結合することで CXCR4 との結合部
位とは離れた位置に DO3A の導入が可能となったことを示す．DO3A は 67/68Ga，111In，90Y，
177
Lu 及び 225Ac と速度論的に安定な錯体を形成することから (35,37-39)，FRM001 は
“Theranostics”の概念に基づく医療への適応が期待される．また，核磁気共鳴画像法や蛍光イメ
ージングを利用した診断や細胞障害性薬剤を利用した治療に対しても LY2510924 の C 末端に
修飾を加えることで対応できることを示唆する． 
 
 
表 3 CXCR4発現 CCRF-CEM細胞と 125I-SDF-1αの結合に対する各化合物の IC50 
化合物 IC50 (nM) 
LY2510924 * 1.37 ± 0.10 
FRM001 1.78 ± 0.15 
Ga-FRM001 2.26 ± 0.51 
Lu-FRM001 2.15 ± 0.14 
Y-FRM001 0.89 ± 0.04 
FC131 13.07 ± 1.10 
BKT140 15.43 ± 1.60 
AMD3465 12.83 ± 1.52 
AMD3100 21.81 ± 6.58 
pentixafor ** 486.2 ± 58.1 
値は平均値±標準偏差を示す（n=3）．  
*  Ki = 0.0495 nmol/L(61)． 
** 金属と錯体を形成することで CXCR4 結合親和性が向上する(60)． 
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図 12 BKT140及び AMD3465 
 
 
1.3 小括 
 
CXCR4 拮抗薬として作用する LY2510924 を基本骨格に持つ新規 CXCR4 標的放射性薬剤，
FRM001 を開発した．FRM001 は LY2510924 と同等の CXCR4 結合親和性を保持しており，
DOTA導入による影響は観察されなかった．また，非放射性 Ga，Lu及び Yとの錯体形成後も
CXCR4に対する結合親和性に大きな変化は観察されず，これらの性質は DOTA 導入や金属と
の錯体形成で CXCR4 に対する結合親和性が変化する pentixafor 及び pentixather とは異なる．
この結果は，FRM001が 68Ga標識体による PET 診断並びに 90Yや 177Lu標識体による核医学治
療の双方への応用が可能であり，“Theranostics”の概念に基づく医療応用が可能な薬剤であるこ
とを示唆する．更に FRM001 は，CXCR4 標的放射性薬剤の基本骨格等に用いられている代表
的なCXCR4拮抗薬であるAMD3100，AMD3465，FC131及びBKT140と比較して強力なCXCR4
結合親和性を示しており，RI 標識 FRM001 は従来の薬剤と比べて CXCR4 発現腫瘍に対する
高い集積性能が期待される． 
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第二章 RI標識 FRM001の調製とその画像診断薬剤としての評価 
 
強力な CXCR4 結合親和性を有することが明らかとなった FRM001 を用いて RI 標識体を調
製し，その画像診断薬剤としての性能を in vitro及び in vivoの両面から評価した．RIには，入
手の容易さと実験に適切な半減期を有するなどの実用的な理由から 67Ga を選択した．PET イ
メージング実験には陽電子放出核種である 68Gaを用いた． 
 
 
2.1 方法 
 
2.1.1 使用機器及び試薬 
HPLC は Alliance 2695 HPLC system（Waters，MA，米国）を使用し，2489 Ultraviolet/Visible 
detector（Waters，MA，米国）及び GABI Star gamma radio detector（Elysia-Raytest，Straubenhardt，
ドイツ）を接続して分析した．ガンマカウンターは 2480 WIZERD2 automatic gamma counter
（PerkinElmer，MA，米国）を使用した．ラジオクロマナイザーは GITA Star gamma-TLC scanner 
（Elysia-Raytest，Straubenhardt）を使用した．PET撮像は Inveon PET scanner（Siemens，Berlin 
and Munich，ドイツ）を用いて行った． 
AMD3100は AdooQ BioScience（CA，米国）より購入した．塩化ガリウム（67Ga）は富士フ
イルム富山化学（東京）より入手した．68Ge/68Ga generator は ITG Isotope Technologies Garching
（Munich，ドイツ）より購入した． 
HPLC 純度試験（ラジオ HPLC）には TSKgel ODS-80Ts QA カラム（5 μm，4.6×250 mm）
（東ソー，東京）を用いた．流量を 1 mL/min とし，移動相として A 相：0.1%TFA-蒸留水及び
B 相：0.1%TFA-アセトニトリルの混合溶媒を使用した．0～20分で B 相を 20%～40%，20～21
分で B 相を 40～100%，21～30分で B相を 100％で混合して分析した． 
薄相クロマトグラフィー（TLC）純度試験（ラジオ TLC）には TLC silica gel 60 RP-18 F254s
（Merck，ドイツ）を用いた．試料をスポット後，2 M酢酸アンモニウム溶液／アセトン混液
（1：1）で展開することで分析した． 
 
2.1.2 67Ga標識 FRM001の作製 
67
GaCl3と FRM001を 0.5 M酢酸ナトリウム緩衝液（pH 5）に溶解し，それぞれ 0.3 GBq/mL
及び 0.1 mMとした．95℃で 10分間加熱後，Sep-Pak C18 Vac cartridge（Waters，MA，米国）
にて放射化学的異物を除去することで目的物の 67Ga 標識 FRM001を作製した． 
 
2.1.3 67Ga標識 pentixafor の作製 
67
GaCl3と pentixaforを 0.5 M酢酸ナトリウム緩衝液（pH 5）に溶解し，それぞれ 0.3 GBq/mL
及び 0.1 mMとした．95℃で 10分間加熱後，Sep-Pak C18 Vac cartridge（Waters，MA，米国）
にて放射化学的異物を除去することで目的物の 67Ga 標識 pentixaforを作製した． 
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2.1.4 68Ga標識 FRM001の作製 
68
Ge/
68
Ga generatorより溶出した 68GaCl3と FRM001を 1 M酢酸ナトリウム緩衝液（pH 5）に
溶解し，それぞれ 0.2～0.3 GBq/mL及び 0.01 mM とした．95℃で 10分間加熱することで目的
物の 68Ga標識 FRM001 を作製した． 
 
2.1.5 分配係数の測定 
フラスコ振盪法にて分配係数を測定した．67Ga標識 FRM001（168 kBq, 56.8 pmol）又は 67Ga
標識 pentixafor（150 kBq, 50.2 pmol）を添加した 1-オクタノール 0.5 mLにリン酸緩衝生理食塩
液（PBS）（H7.4） 0.5 mLを加え，室温で 5分間転倒混和した．13,000×gで 5分間遠心後，
水相と有機相の放射能をガンマカウンターで測定することで Log Powを算出した． 
 
2.1.6 細胞培養 
1.1.7項と同様に行った． 
 
2.1.7 In vitro結合実験 
CCRF-CEM細胞（0.5×106 cells）及び 67Ga標識 FRM001の濃度希釈系列を含む 200 μLの反
応液を 37℃で 1 時間，AMD3100（0.1 mM）非存在下又は存在下条件でインキュベートした．
Assay緩衝液に 1%ウシ血清アルブミン，0.05%Tween20を含むRPMI1640を使用し，反応は 0.1%
ポリエチレンイミンで処理した 96-well MultiScreen HTS FB プレート（Merck）内で行った．イ
ンキュベート後，細胞を assay緩衝液で洗浄し，細胞放射能をガンマカウンターで測定した． 
 
2.1.8 内在化実験 
CCRF-CEM細胞（0.5×106 cells）及び 67Ga標識 FRM001（FRM001として 0.5 pmol）を含む
200 μLの反応液を 37℃で 1時間，AMD3100（0.1 mM）非存在下又は存在下条件でインキュベ
ートした．結合緩衝液に 5%ウシ血清アルブミンを含む RPMI1640を使用し，反応は 1.5 mL遠
心チューブ内で行った．インキュベート後，反応液を 291×gで 5分間遠心して上清を除去し，
細胞を回収した．内在化された放射能を測定するため，酸洗浄液（0.2 Mグリシン，0.15 M NaCl，
pH3.0）と結合緩衝液で細胞を 2回ずつ洗浄した（internalized activity）．または全細胞放射能
を測定するため，結合緩衝液で細胞を 2回洗浄した（total cellular activity）．洗浄操作後，細
胞放射能をガンマカウンターで測定した．遠心チューブ内の総細胞数が洗浄操作で変化する傾
向が観察されたことから，データは細胞数で補正した． 
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2.1.9 In vitro安定性 
67
Ga 標識 FRM001 をヒト血清（Access Biologicals，CA，米国）又はマウス血清（コージン
バイオ，埼玉）に加えて 5 μM（FRM001 として）とした後，37℃でインキュベートした．0，
1.5 及び 4 時間後，血清 0.05 mL に対し 0.15 mL の 0.1%TFA-アセトニトリルを加えて 13,000
×gで 5 分間遠心し，蛋白質を除去した．上清を回収し，ラジオ HPLCで分析した． 
 
2.1.10 担癌マウス作製 
全ての動物実験は，富士フイルム RI ファーマ株式会社（現，富士フイルム富山化学株式会
社）動物実験委員会で審議，承認された動物実験計画に従って実施した（承認番号：倫 170802
及び倫 180101）．CCRF-CEM 細胞（5×106 cells）と Corning マトリゲル基底膜マトリックス
（CORNING，NY，米国）の 1：1混液を，10週齢雌性 SCID マウス（C.B-17/Icr-scid/scid，日
本クレア，東京）の皮下に移植した．移植から平均 3 週間後，体内分布実験及び PET イメー
ジング実験に用いた． 
 
2.1.11 体内分布実験 
AMD3100（0.06 µmol/mouse）非存在下及び存在下条件で，67Ga標識 FRM001（0.6 MBq/0.2 
nmol/mouse）を CCRF-CEM細胞移植マウス（13週齢）の静脈内へ投与した．同様に，対照薬
として 67Ga標識 pentixafor（0.6 MBq/0.2 nmol/mouse）を CCRF-CEM細胞移植マウス（13週齢）
の静脈内へ投与した．投与 4時間後に臓器を摘出し，質量及び放射能を測定した．各臓器の放
射能濃度を%ID/g（臓器 1 gあたりの投与放射能に対する臓器放射能の割合）で表示した． 
 
2.1.12 PET イメージング実験 
AMD3100（0.06 µmol/mouse）非存在下及び存在下条件で，68Ga標識 FRM001（2～4 MBq/0.2 
nmol/mouse）を CCRF-CEM 細胞移植マウス（13週齢）の静脈内へ投与した．投与 1時間及び
3時間後，イソフルラン麻酔下で PET撮像を 15分間行った．OSEM3D/SP-MAPにて再構成後，
PET 画像を maximum intensity projection（MIP）で表示した． 
 
2.1.13 統計解析 
2群間比較は，Welch’s t-test（P値を0.05未満に設定）を用いて行った．解析にはEXSUS version 
8.1（CAC Croit，東京）を使用した． 
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2.2 結果及び考察 
 
2.2.1 67Ga標識 FRM001の作製 
67
Ga標識 FRM001は酢酸緩衝液に溶解した 1×10-4 Mの FRM001と 67GaCl3との反応より作
製した．67Ga 標識 FRM001 は放射化学的収率 95%以上（ラジオ TLC），放射化学的純度 96%
以上（ラジオ TLC）及び 97%以上（ラジオ HPLC）で得られ（図 13），比放射能は 3 MBq/nmol
（検定日：標識日 12時）であった． 
 
2.2.2 67Ga標識 pentixafor の作製 
67
Ga 標識 pentixafor も 67Ga 標識 FRM001 と同様に酢酸緩衝液に溶解した 1×10-4 M の
pentixaforに 67GaCl3を加えて作製した．
67
Ga標識 pentixaforは放射化学的収率 99%以上（ラジ
オ TLC），放射化学的純度 98%以上（ラジオ TLC）及び 100%（ラジオ HPLC）で得られ（図
14），比放射能は 3 MBq/nmol（検定日：標識日 12時）であった． 
 
2.2.3 68Ga標識 FRM001の作製 
68
Ga標識 FRM001は酢酸緩衝液に溶解した 1×10-5 Mの FRM001と，68Ge/68Ga generatorよ
り溶出した 67GaCl3との反応より作製した．
68
Ga の半減期を考慮して，本標識薬剤は Sep-Pak 
C18 による精製を行わずにそのまま実験動物に投与した．68Ga 標識 FRM001 は放射化学的純
度 98%以上（ラジオ TLC）及び 95%以上（ラジオ HPLC）で得られ（図 15），比放射能は 19
～20 MBq/nmol（検定日：作製直後）であった． 
 
2.2.4 分配係数 
フラスコ振盪法で測定した Log Powを表 4に示す．
67
Ga-pentixaforの Log Powは
68
Ga-pentixafor
の論文報告値と一致した(73)．67Ga-pentixaforと比べ，pH 7.4 条件において 67Ga-FRM001は高
い親水性を有することを確認した． 
 
 
表 4 67Ga-FRM001及び 67Ga-pentixaforの分配係数 
化合物 Log Pow 
67
Ga-FRM001 －3.23 ± 0.05 
67
Ga-pentixafor －2.90 ± 0.09 
値は平均値±標準偏差を示す（n=3）． 
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図 13 67Ga 標識 FRM001 の代表的なラジオ TLC クロマトグラム（A）及びラジオ HPLC ク
ロマトグラム（B）（放射化学的純度） 
（A）Rf = 0.7~0.9に検出されるピークは
67
Ga-FRM001，原点に検出されるピークは遊離ガリウ
ム（67Ga）又は加水分解物である．（B）12.5分に検出されるピークは 67Ga-FRM001 を示す． 
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図 14 67Ga標識 pentixaforの代表的なラジオ TLCクロマトグラム（A）及びラジオ HPLCク
ロマトグラム（B）（放射化学的純度） 
（A）Rf = 0.7~0.9 に検出されるピークは
67
Ga-pentixafor，原点に検出されるピークは遊離ガリ
ウム（67Ga）又は加水分解物である．（B）11.3 分に検出されるピークは 67Ga-pentixafor を示
す． 
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図 15 68Ga 標識 FRM001 の代表的なラジオ TLC クロマトグラム（A）及びラジオ HPLC ク
ロマトグラム（B）（放射化学的純度） 
（A）Rf = 0.7~0.9に検出されるピークは
68
Ga-FRM001，原点に検出されるピークは遊離ガリウ
ム（67Ga）又は加水分解物である．（B）12.6分に検出されるピークは 68Ga-FRM001，3.1分に
検出されるピークは，遊離ガリウム（68Ga）又は加水分解物を示す． 
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2.2.5 CCRF-CEM細胞に対する結合性能と CXCR4結合特異性 
CCRF-CEM細胞上に発現する CXCR4に対する 67Ga標識 FRM001の結合性能を in vitroで評
価した．37℃で 1時間インキュベートした時の CCRF-CEM細胞への結合率（添加した全放射
能に対する細胞に結合した放射能の割合）を図 16に示す． 
67
Ga標識 FRM001は，FRM001濃度依存的に CCRF-CEM細胞へ結合し，その結合は CXCR4
拮抗薬である AMD3100で阻害された．この結果は，67Ga標識 FRM001と CCRF-CEM細胞の
結合は CXCR4 特異的であり，またその結合は FRM001濃度上昇に伴って飽和する特徴を有す
ることを示す． 
 
 
 
 
図 16 CCRF-CEM細胞に対する 67Ga標識 FRM001の結合性能と CXCR4結合特異性 
67
Ga標識 FRM001と共に 37℃で 1 時間インキュベートした CCRF-CEM細胞（0.5×106 cells）
を assay 緩衝液（1%ウシ血清アルブミン，0.05%Tween20 を含む RPMI1640）で洗浄し，細胞
放射能を測定した．インキュベートは，AMD3100（0.1 mM，CXCR4 拮抗薬）存在下（■）又
は非存在下（□）条件で実施した．縦軸は添加した全放射能に対する細胞放射能の割合，横軸
は 67Ga標識 FRM001濃度（FRM001として）を示す．値は平均値±標準偏差（n＝3）を示す．
*: 有意差（P＜0.05）を認めた（Welch’s t-test）． 
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2.2.6 CCRF-CEM細胞に対する内在化 
CCRF-CEM細胞に対する 67Ga標識 FRM001の内在化は，既存の方法に従って測定した(74)．
つまり，67Ga標識 FRM001と CCRF-CEM細胞を 37℃で 1時間インキュベート後，酸洗浄液（0.2 
Mグリシン，0.15 M NaCl，pH3.0）で細胞膜上の受容体と結合している 67Ga標識 FRM001を
取り除くことで内在化量を測定した．結果を図 17に示す． 
添加した 67Ga標識 FRM001の 54%がCCRF-CEM細胞に結合した（図 17：total cellular activity）．
しかしながら，この結合は酸洗浄液による洗浄で大部分が消失し（図 17：internalized activity），
CCRF-CEM 細胞に結合した 67Ga 標識 FRM001 の内，内在化された割合は僅か 18%であった．
ソマトスタチン受容体発現腫瘍を標的した放射性薬剤である 111In-DOTA-sst2-ANT 及び
177
Lu-DOTA-JR11は拮抗薬としての特徴を有し，細胞内に取り込まれない(75,76)．これらの拮
抗薬は作動薬と比べて標的臓器からの乖離速度が遅く，また標的分子への結合量も多いため，
高い腫瘍集積性能を発揮することが知られている (75,77,78)．基本骨格として利用した
LY2510924 は CXCR4 に対して拮抗薬として作用するが，この結果は 67Ga-FRM001 が拮抗薬
としての特徴を維持していることを示す． 
 
 
 
 
図 17 CCRF-CEM細胞に対する 67Ga標識 FRM001の内在化 
67
Ga標識FRM001（FRM001として2.5 nM）と共に37℃で1時間インキュベートしたCCRF-CEM
細胞（0.5×106 cells）を洗浄し，細胞放射能を測定した．インキュベートは AMD3100（0.1 mM，
CXCR4拮抗薬）存在下（■）又は非存在下（□）条件で実施し，細胞洗浄には結合緩衝液（5%
ウシ血清アルブミンを含む RPMI1640）（total cellular activity）に加えて，内在化量を測定する
ために酸洗浄液（0.2 Mグリシン，0.15 M NaCl，pH3.0）（internalized activity）を使用した．
縦軸は添加した全放射能に対する細胞放射能の割合を示す．値は平均値±標準偏差（n＝3）を
示す． 
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2.2.7 ヒト血清中安定性 
67
Ga 標識 FRM001 をヒト血清に添加し，37℃でインキュベートすることで安定性を評価し
た．未変化体存在比率の経時変化を図 18 に，代表的なラジオ HPLC クロマトグラムを図 19
に示す． 
インキュベート 1.5時間後までは放射能の 90%以上が未変化体として検出されたが，インキ
ュベート 4 時間後における未変化体の存在比率は 74%まで減少した．インキュベート 4 時間
後におけるラジオクロマトグラムにて，未変化体より僅かに速く溶出する放射性代謝物を検出
した．ラジオ TLC を用いた分析で遊離ガリウム（67Ga）の増加は観察されないこと，67Ga 標
識 maleimido-mono-amide-DOTAはラジオ HPLC で保持時間 2～3分に検出されることから，こ
の放射性代謝物は錯体の分解で生成した放射性ガリウムやリンカー構造の切断で生じた 67Ga
標識 maleimido- mono-amide-DOTAとは異なる．本代謝物の化学構造は明らかではないが，本
放射性代謝物は FRM001 のリンカー構造を変更することで消失することから，リンカー構造
に関連した代謝物であると推察される．更なる安定性の向上は重要な課題であるが，68Ga 標
識 FRM001は投与後早期よりCXCR4発現腫瘍に集積すると共に尿中へ素速く排泄されること
が PET イメージング（図 20）で示されたことから，代謝による薬効への影響は比較的小さい
と考えられた． 
 
 
 
 
図 18 ヒト血清中における 67Ga標識 FRM001の安定性 
67
Ga標識 FRM001を添加したヒト血清を 37℃でインキュベート後，ラジオHPLCで分析した．
縦軸はラジオ HPLC で検出された未変化体の存在比率，横軸はインキュベート時間を示す．値
は平均値±標準偏差（n＝3）を示す． 
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図 19 67Ga標識 FRM001添加ヒト血清をラジオ HPLC で分析したときのクロマトグラム 
67
Ga標識 FRM001をヒト血清に添加し，37℃で 0時間（A），1.5時間（B）及び 4時間（C）
インキュベートした．12.5~12.6 分に検出されるピークは未変化体を示す． 
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2.2.8 マウス血清中安定性 
種差の影響を確認するため，マウス血清中における安定性を評価した．評価はヒト血清と同
様に実施した．結果を表 5に示す． 
マウス血清においてもヒト血清と同様の放射性代謝物を検出した．67Ga 標識 FRM001 の代
謝速度はヒト血清と比べて速やかであるものの，インキュベート 1.5 時間後までは放射能の
90%以上が未変化体として存在することを確認した． 
 
 
表 5 67Ga標識 FRM001の血清中安定性：未変化体存在比率（ラジオ HPLC） 
試料 37℃インキュベート時間 
0時間 1.5 時間 4時間 
マウス血清 100 ± 0.0 % 90 ± 1.9 % 52 ± 1.9 % 
ヒト血清 * 100 ± 0.0 % 93 ± 0.2 % 74 ± 1.5 % 
値は平均値±標準偏差を示す（n=3）． 
*: ヒト血清は図 18 のデータを示す． 
 
 
2.2.9 担癌マウス：体内分布 
AMD3100（0.06 μmol/mouse，CXCR4 拮抗薬）非存在下及び存在下条件で，CCRF-CEM 細
胞を皮下移植した担癌マウスの静脈内に 67Ga 標識 FRM001 又は 67Ga 標識 pentixafor（0.6 
MBq/0.2 nmol/mouse）を投与し，体内分布を評価した．投与 4時間後に摘出した臓器の質量及
び放射能を測定し，各臓器の放射能濃度（%ID/g：臓器 1g 当たりの投与放射能に対する臓器
放射能の割合）を計算した．その結果を表 6に示す． 
67
Ga標識 FRM001は主に肝臓と腫瘍に集積し，それ以外に CXCR4 の生理的発現が報告され
ている臓器（脾臓，胸腺及び骨（骨髄）等）(79)への集積も観察された．67Ga 標識 FRM001の
腫瘍集積は 12%ID/g を示し，この値は陽性コントロールとして用いた 67Ga 標識 pentixafor と
比べ有意に高値であった（P＜0.05，Welch’s t-test）．この結果は，PET診断及び核医学治療に
応用可能な CXCR4 発現腫瘍に対する優れた標的性能を FRM001が有することを示唆する． 
一方，これまでに報告された多くの CXCR4 標的放射性薬剤と同様に，67Ga 標識 FRM001は
高い肝臓集積を示した．類洞内皮細胞等，肝臓内の一部の細胞で CXCR4の発現が報告されて
おり(80)，この肝臓集積の一部は CXCR4 発現に関連していると考えられる．実際，AMD3100
との同時投与により，67Ga 標識 FRM001 の肝臓集積は大きく低減した．しかしながら，肝臓
における CXCR4 の発現量は胸腺，脾臓と比べて少なく(79)，CXCR4 発現量から推察して
CXCR4 発現腫瘍を上回る放射能集積を CXCR4 の関与だけで説明することは困難である．ヒ
トにおいて 68Ga 標識 pentixafor の肝臓集積が低値であることを考え併せると，既存の CXCR4
標的放射性薬剤と同様に 67Ga 標識 FRM001 の肝臓集積は CXCR4 とは異なる集積機序の関与
も考えられる(32,59,81)． 
一方，67Ga標識 FRM001と AMD3100との併用は肝臓集積と共に腫瘍集積も低減したが，そ
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の効果は小さく，結果的に 67Ga 標識 FRM001 の腫瘍特異性が向上した．既報告の CXCR4 標
的放射性薬剤においても CXCR4 拮抗薬との併用で肝臓への集積低減は認められているが，
CXCR4発現腫瘍への集積阻害等も影響して腫瘍/肝臓比が 1を超えることはなく，肝臓放射能
を低減させる方法として有用ではなかった(59,62-64,66,82-87)．既報告薬剤の基本骨格に利用
されているBKT140及び FC131並びに併用に用いたAMD3100と比べてGa-FRM001のCXCR4
結合親和性は著しく高く（表 3），67Ga標識 FRM001 の高い結合親和性が AMD3100の併用で
腫瘍特異性（腫瘍/肝臓比＝2.2）が向上した要因の一つと考えている．AMD3100 との併用は，
FRM001の肝臓集積を低減する一つの可能性を示した． 
 
 
表6 CCRF-CEM細胞移植担癌マウスの静脈内に 67Ga標識FRM001又は 67Ga標識pentixafor
（0.6 MBq/0.2 nmol/mouse）を投与したときの体内分布（投与後 4時間） 
臓器 
/器官 
67
Ga標識 FRM001 67Ga標識 FRM001 
+ AMD3100 
a
 
67
Ga標識 pentixafor 67Ga標識 pentixafor 
+ AMD3100 
a
 
血液 0.205 ± 0.033 0.175 ± 0.009 0.117 ± 0.008 b 0.132 ± 0.023 
心臓 0.385 ± 0.063 0.164 ± 0.007 b 0.113 ± 0.049 b 0.090 ± 0.018 
肺 2.008 ± 0.301 0.412 ± 0.034 b 0.296 ± 0.114 b 0.224 ± 0.039 
胸腺 1.574 ± 0.587 0.228 ± 0.102 b 0.206 ± 0.106 b 0.127 ± 0.030 
肝臓 16.110 ± 2.661 4.008 ± 0.169 b 1.503 ± 0.329 b 0.792 ± 0.159 c 
脾臓 3.766 ± 0.195 0.602 ± 0.029 b 0.302 ± 0.039 b 0.207 ± 0.042 c 
膵臓 0.198 ± 0.016 0.111 ± 0.005 b 0.088 ± 0.045 b 0.068 ± 0.008 
胃 0.381 ± 0.417 0.098 ± 0.032 0.478 ± 0.579 0.098 ± 0.030 
小腸 0.355 ± 0.036 0.171 ± 0.013 b 0.270 ± 0.143 0.180 ± 0.063 
大腸 0.852 ± 0.318 0.671 ± 0.060 0.500 ± 0.173 0.705 ± 0.473 
脂肪 0.291 ± 0.137 0.096 ± 0.049 b 0.084 ± 0.038 b 0.044 ± 0.006 
卵巣 0.808 ± 0.247 0.239 ± 0.101 b 0.233 ± 0.105 b 0.193 ± 0.055 
子宮 0.944 ± 0.338 0.386 ± 0.043 b 0.234 ± 0.075 b 0.235 ± 0.093 
筋肉 0.107 ± 0.018 0.063 ± 0.007 b 0.070 ± 0.068 0.032 ± 0.008 
骨 0.682 ± 0.099 0.174 ± 0.019 b 0.119 ± 0.031 b 0.110 ± 0.028 
皮膚 0.404 ± 0.076 0.185 ± 0.023 b 0.128 ± 0.027 b 0.142 ± 0.044 
脳 0.015 ± 0.003 0.013 ± 0.002 0.028 ± 0.038 0.012 ± 0.002 
副腎 1.022 ± 0.192 0.251 ± 0.033 b 0.191 ± 0.022 b 0.176 ± 0.047 
腎臓 4.846 ± 0.501 6.131 ± 0.207 b 1.913 ± 0.240 b 2.061 ± 0.562 
腫瘍 12.022 ± 1.993 8.845 ± 0.873 b 7.841 ± 3.246 b 0.917 ± 0.075 c 
各値は臓器 1g あたりの投与放射能に対する臓器放射能の割合（%ID/g）を示す（平均値±標
準偏差，n＝5）． 
a: AMD3100（0.06 µmol/mouse，CXCR4拮抗薬）を静脈内に同時投与した． 
b: 
67
Ga標識 FRM001群に対して有意差（P＜0.05）を認めた（Welch’s t-test）． 
c: 
67
Ga標識 pentxafor群に対して有意差（P＜0.05）を認めた（Welch’s t-test）． 
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2.2.10 担癌マウス：PET イメージング 
CCRF-CEM細胞を皮下移植した担癌マウスの静脈内に AMD3100（0.06 μmol/mouse，CXCR4
拮抗薬）非存在下及び存在下条件で 68Ga標識 FRM001（2～4 MBq/0.2 nmol/mouse）を投与し，
投与 1及び 3時間後に PET カメラで 15分間撮像した．検討には，各条件 3匹のマウスを用い
た．代表的な PET 画像を図 20に示す． 
68
Ga標識 FRM001は，投与後 1時間で腫瘍を明瞭に描出した．AMD3100 との同時投与は肝
臓集積を著しく低下させ，表 6 の体内分布と同様に 68Ga 標識 FRM001 の腫瘍特異性を向上さ
せることを画像からも確認した（図 20B 及び D）．68Ga 標識 FRM001 は，投与後比較的速や
かに腫瘍等の CXCR4発現臓器及び肝臓に集積し，それ以外の臓器にはほとんど留まることな
く尿中へ排泄されることが画像から確認できた．また，投与後 1時間と 3時間で肝臓及び腫瘍
の集積量に大きな変化は観察されず，これらの組織へ集積後，滞留傾向を示すことを認めた．
CXCR4 発現腫瘍に対する核医学治療を想定した場合，腫瘍滞留性の高さは腫瘍に対する吸収
線量を増加させ，治療効果の向上に寄与する．これらの結果は，FRM001が核医学治療薬とし
ても理想的な CXCR4標的性能を発揮することを示唆する． 
 
 
2.3 小括 
 
67
Ga標識FRM001はFRM001濃度依存的かつCXCR4特異的にCCRF-CEM細胞へ結合した．
担癌マウスに投与した場合も，68Ga標識 FRM001は血液からの速やかな消失と CXCR4発現腫
瘍への速やかな集積を示し，投与 1 時間から 3 時間後において鮮明な PET 画像を与えた．投
与 4 時間後においても 67Ga 標識 FRM001 の腫瘍集積は，67Ga 標識 pentixafor よりも有意に高
値を示した．これらの結果は，67/68Ga標識 FRM001の高い CXCR4特異性と結合親和性が in vivo
においても反映された結果と考えられる．血清中安定性を向上させる等の構造最適化を施すこ
とで，既存薬剤以上の診断及び治療性能を有する放射性薬剤の開発が期待される． 
一方，これまでに報告された多くの CXCR4 標的放射性薬剤と同様に，67/68Ga 標識 FRM001
は肝臓への高い集積を示した．肝臓集積低減に向けた更なる検討は必要であるが，AMD3100
との併用は 67/68Ga標識 FRM001の肝臓集積を低減する一つの可能性を示した． 
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図 20 CCRF-CEM細胞移植担癌マウスの静脈内に 68Ga標識FRM001を投与したときのPET
イメージング 
AMD3100（0.06 μmol/mouse，CXCR4 拮抗薬）非存在下（A 及び C）又は存在下条件（B 及
び D）で 68Ga標識 FRM001（2 MBq/0.2 nmol/mouse）を投与し，投与 1時間後（A及び B）及
び 3 時間後（C 及び D）より 15 分間撮像したときの PET 画像を示す．PET 画像は maximum 
intensity projection（MIP）で表示した．Aと C及び B と Dは同一のマウスを示す． 
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結言 
 
CXCR4 拮抗薬である LY2510924 の C 末端にシステインを介して DOTA を導入した新規放
射性薬剤，FRM001を開発した．FRM001は LY2510924の有する高い CXCR4 結合親和性を保
持すると共に，非放射性 Ga，Lu及び Yとの錯体形成後もその CXCR4結合親和性に大きな変
化は観られなかった．担癌マウスに投与した場合，67Ga 標識 FRM001 は 67Ga 標識 pentixafor
を上回る腫瘍集積を示した．さらに 68Ga 標識 FRM001 は鮮明な CXCR4 発現腫瘍の PET 画像
を与えた．これらの結果は，“Theranostics”の概念に基づく CXCR4発現腫瘍を標的とする放射
性薬剤の開発において LY2510924が新たな Scaffoldとしてさらなる研究に資することを示す．
さらに，LY2510924の C末端への蛍光試薬や magnetic resonance imaging試薬，抗がん剤など
の導入による新たな診断あるいは治療薬剤創製も示唆する． 
以上，LY2510924 を基本骨格とする放射性薬剤の性能の一端を明らかにした．本研究成果
は，CXCR4を標的とした放射性薬剤の開発に新たな知見を提供するものである． 
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